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序論 
光合成は太陽光から化学エネルギーを生産し、空気中の二酸化炭素からデンプンとシ
ョ糖を生産する物質生産の基盤となる反応である。光合成炭酸固定酵素 Rubisco は緑葉
全窒素の約 30%が投資される最も存在量の多いタンパク質であり、現大気条件におけ
る最大光合成速度の律速因子であることが示されている。 
筆者の所属する植物栄養生理学分野では、光合成機能の改良を目的として Rubisco 量
を 30%増加させた Rubisco 過剰生産イネを作製したが、Rubisco 増加分に見合った光合
成速度の向上は見られなかった(Suzuki et al., 2007)。その後、Rubisco 過剰生産イネで
は Rubisco 活性化率が低下していることが明らかとなり(Makino and Sage, 2007)、光
合成速度が向上しない原因である可能性が考えられた。 
Rubisco が触媒機能を有するためには、CO2分子の結合(カルバミル化)とそれに続く
Mg2+の結合が必要となる。しかし、基質である RuBP や夜間代謝産物である CA1P な
どの糖リン酸が Rubisco に結合すると、Rubisco は不活性化される。Rubisco activase 
(RCA)は結合した阻害物質を ATP 依存的に外し、Rubisco のカルバミル化を促進する
働きをする酵素である。 
本博士論文研究では、Rubisco 過剰生産イネにおける Rubisco 活性化率低下の原因を
明らかにし、Rubisco 量の増加と Rubisco 活性化率の維持を両立したイネを作出し、光
合成能力を向上させることを目的とした。第一章では、 Rubisco 過剰生産、及び生産抑
制イネにおいて、RCA 量への影響を調べ、Rubisco 活性化率低下に RCA が関与してい
るか調べた。その結果、Rubisco 過剰生産イネでは、RCA 量が不十分なために Rubisco
活性化率が低下した可能性が考えられたため、光合成改善に向けて、Rubisco とともに
RCA を同時に過剰生産させたイネの作出を行うことにした。第二章では、RCA 過剰生
産、および生産抑制イネを新規に作出し、この RCA 組換えイネにおいて、Rubisco 量
への影響を調べた。第一章の結果と合わせて、Rubisco と RCA の量的関係について考
察した。第三章では、Rubisco 過剰生産イネと第二章にて作出した RCA 過剰生産イネ
を交配させ、Rubisco と RCA の同時過剰生産イネを作出し、その光合成解析を行った。 
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第一章：Rubisco 過剰生産及び生産抑制イネにおける Rubisco activase 量について 
まず、Rubisco 過剰生産イネにおける Rubisco 活性化率低下の要因として RCA が関
与している可能性を検討した。遺伝子組換えにより RCA 量を特異的に増加、減少させ
た組換えイネにおいて、Rubisco 量が反対に減少、増加することが報告されており(Jin 
et al., 2006; Fukayama et al., 2012)、Rubisco と RCA の量はトレードオフの関係にある
可能性が考えられた。そこで、Rubisco 過剰生産イネ(野生型比: 130%, Suzuki et al., 
2007)、及び生産抑制イネ(野生型比: 40%, Makino et al., 2000)におけるRubiscoと RCA
の量的関係について調べた。イネは 3 段階の窒素栄養濃度条件(0.5, 2.0, 8.0 mM-N)で
栽培し、播種後 63 日目以降の最上位完全展開葉を解析対象とした。Rubisco 過剰生産
イネでは RCA 量が野生型に比べてわずかに減少し、Rubisco 生産抑制イネでは増加し
ており、0.5 mM-N, 2.0 mM-N 条件では約 25％の増加が見られた。RCA/Rubisco は
Rubisco 過剰生産イネでは野生型の 60-70%まで減少していた(Fig. 1)。Total leaf-N 量
と RCA 量の相関関係から量的変動を評価すると、Rubisco 過剰生産イネでは RCA 量が
有意に減少し、Rubisco 生産抑制イネでは反対に増加していた(Fig. 2)。しかしながら、
複数のカルビンベンソン回路酵素についても定量解析を行ったところ、RCA と同様の
量的変動が見られたことから、RCA 特異的な現象ではなかった(Fig. 3)。これらの量的
変動が Rubisco 量の増減による葉内窒素分配の変化によるものか明らかにするため、
Total leaf-N 量から Rubisco と TCA 可溶性画分(非タンパク性低分子画分)を除いた N
量とそれぞれのタンパク質量の相関関係を調べると、Rubisco 過剰生産イネでは野生型
イネとの間にほとんど差は見られなくなった。Rubisco 生産抑制イネでは、野生型イネ
よりも増加している酵素もあったが、いずれもその差は小さなものであった(Fig. 4)。
これらの結果から、Rubisco と RCA 量の間に負の相関関係は認められたものの、これ
はトレードオフではなく、Rubisco 量の変化による葉内窒素分配の変化に起因する非選
択的な現象だと考えられた。また、Rubisco 過剰生産イネでは RCA/Rubisco が大きく
低下したことから、RCA 量が不十分なために Rubisco 活性化率が低下した可能性が考
えられた。よって、光合成能力を向上させるためには、Rubisco とともに RCA を同時
に過剰生産することが必要だと考えられた。 
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Figure 2 Relationships between the amounts of 
RCAS and Rubisco and total leaf-N contents in 
RBCS-transgenic rice plants. (A) RCAS and (B) 
Rubisco contents were examined in uppermost, 
fully expanded leaves of wild-type, RBCS-sense and 
RBCS-antisense rice plants. The asterisks indicate 
significant differences by analysis of covariance 
(ANCOVA) (P value corrected after Bonferroni 
correction for multiple test, P < 0.025) performed 
on the slope (s) and y-intercept (y) of the linear 
regressions between wild-type and RBCS-sense 
plants and between wild-type and RBCS-antisense, 
respectively. 
Figure 1 Rubisco, the small form of Rubisco activase 
(RCAS), the ratio of RCAS to Rubisco and total leaf-N 
contents in RBCS-transgenic rice plants. (A) Rubisco, 
(B) RCAS, (C) the ratio of RCAS to Rubisco and (D) total 
leaf-N contents were examined in uppermost, fully 
expanded leaves of wild-type, RBCS-sense and RBCS-
antisense rice plants. Data are presented as means ± 
SE (n = 3-6). Different letters indicate statistical 
difference at p < 0.05 among the genotypes (Tukey-
Kramer’s HSD test). 
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Figure 3 Relationships between the amounts of 
Calvin-Benson cycle enzymes and total leaf-N 
contents in RBCS-transgenic rice plants. (A) 
Transketolase (TKL), (B) ribulose-5-phosphate 3-
epimerase (RPE), (C) sedoheptulose-1,7-
bisphosphatase (SBP) and (D) ribose-5-phosphate 
isomerase (RPI) contents were examined in 
uppermost, fully expanded leaves of wild-type, 
RBCS-sense and RBCS-antisense rice plants. The 
asterisks indicate significant differences by 
analysis of covariance (ANCOVA) (P value 
corrected after Bonferroni correction for multiple 
test, P < 0.025) performed on the slope (s) and y-
intercept (y) of the linear regressions between 
wild-type and RBCS-sense plants and between 
wild-type and RBCS-antisense, respectively. 
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第二章：Rubisco activase 過剰生産及び生産抑制イネにおける Rubisco 量について 
RCA 過剰生産イネでは Rubisco 量が減少し、それに伴い光合成速度も低下すること
が報告されている(Fukayama et al., 2012)。本章では、Rubisco･RCA 同時過剰生産イネ
作出に向けて、RCA 過剰生産及び生産抑制イネを新たに作出し、RCA 量の変化が
Rubisco 量に与える影響を解析した。RCA オウンプロモーター(ProRCA)とともに、緑葉 
で強力に働くRBCSプロモーター(ProRBCS)制御下でRCA遺伝子を過剰発現させたRCA
過剰生産イネを作出し、それぞれ２系統ずつ選抜し、RCA 増加程度が 2 倍以上のもの
を HI(High Increase)系統、1.5 倍程度のものを MI(Moderate Increase)系統とした。ま
た、野生型イネの 10%以下まで RCA 量が減少したものを 1 系統選抜し、SD(Severe 
Decrease)系統とした(Fig. 5)。イネは 3 段階の窒素栄養濃度条件(0.5, 2.0, 8.0 mM-N)
で栽培し、播種後 63 日目以降の最上位完全展開葉を解析対象とした。2 系統の RCA-
HI の Rubisco 量は、0.5 mM-N, 2.0 mM-N 条件では、野生型イネと比較して 10-20%
減少していた。しかしながら、8.0 mM-N 条件では変化はなかった。一方、2 系統の RCA-
MI では、どの窒素栄養濃度条件でも、Rubisco 量に変化は見られなかった。RCA-SD 系
統の Rubisco 量は、0.5 mM-N 条件では野生型イネと比較して 15%増加したが、2.0 
mM-N, 8.0 mM-N 条件では変化はなかった。また、transketolase の量は、どの窒素栄
養濃度条件においても、系統間で違いは見られなかった(Fig. 6)。total leaf-N 量と
A
120
100
80
60
40
20
0
R
C
A
S
(m
g
 m
-2
)
2.5
2.0
S
B
P
 (
re
la
ti
v
e
 v
a
lu
e
 m
-2
)
1.5
1.0
0.5
0
80
60
40
20
T
K
L
 (
m
g
 m
-2
)
0
0
0.4
0.8
1.2
0
0.4
0.8
1.2
1.6
R
P
I 
(r
e
la
ti
v
e
 v
a
lu
e
 m
-2
)
R
P
E
 (
re
la
ti
v
e
 v
a
lu
e
 m
-2
)
0 50 100 150 0 50 100 150
Total leaf-N – Rubisco N – TCA soluble N (mmol m-2)
0 50 100 150
B
C
D
E
Figure 4
Wild type
RBCS-sense
RBCS-anti
WT : S
WT : A
s y
n.s n.s
n.s ＊
WT : S
WT : A
s y
n.s n.s
n.s ＊
WT : S
WT : A
s y
n.s n.s
n.s ＊
WT : S
WT : A
s y
n.s n.s
n.s n.s
WT : S
WT : A
s y
n.s n.s
n.s n.s
Figure 4 Relationships between the amounts of RCAs and Calvin-Benson cycle enzymes and total leaf-N contents minus 
Rubisco N and TCA-soluble N contents in RBCS-transgenic rice plants. (A) RCAS, (B) TKL, (C) RPE, (D) SBP and (E) RPI 
contents were examined in uppermost, fully expanded leaves of wild-type, RBCS-sense and RBCS-antisense rice plants. 
The asterisks indicate significant differences by analysis of covariance (ANCOVA) (P value corrected after Bonferroni 
correction for multiple test, P < 0.025) performed on the slope (s) and y-intercept (y) of the linear regressions between 
wild-type and RBCS-sense plants and between wild-type and RBCS-antisense, respectively. 
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Rubisco への窒素投資割合(Rubisco-N)との相関関係を調べたところ、窒素量が少ない
時には、野生型と比較して RCA-HI 系統では Rubisco-N が少なく、RCA-SD 系統では
反対に多かったが、窒素量が多い時には、どの系統でも Rubisco-N に違いは見られなか
った。一方、RCA-MI 系統では、窒素量に関わらず野生型イネとの間には違いは見られ
なかった(Fig. 7)。これらの結果から、RCA 量の増加、減少により、Rubisco 量は反対
に減少、増加することは確認されたが、この影響は窒素栄養濃度条件に依存することが
明らかになった。また、この影響は Rubisco 選択的なものだと考えられた。また、RCA
量の増加の程度を適度なレベルにすることで、Rubisco 量を減少させずに RCA を過剰
生産させることは可能であることが示された。第一章の結果と合わせて考えると、
Rubisco 量の増減が RCA 量に与える影響と RCA 量の増減が Rubisco 量に与える影響
は、選択性の違いから、全く異なる現象だと考えられた。 
Figure 5 Detection of RCA in RCA transgenic rice 
plants. (A) Detection of RCA in uppermost, fully 
expanded leaves at 2.0 mM-N levels by western blot 
analysis. Aliquots of SDS-treated samples at a volume 
corresponding to 0.1 μg of total leaf-N were subjected 
to SDS–PAGE. RCA was detected using specific 
antibodies after SDS–PAGE. The arrows indicate each 
isoform of RCA (large isoform of RCA (RCAL), small 
isoform of RCA (RCAS), and processed small isoform 
of RCA (RCASP), as described in Fukayama et al. (2012). 
(B) RCAS content in a leaf area in uppermost, fully 
expanded leaves at three N levels. Data are means ± 
SE (n = 3–5). The asterisks denote a statistically 
significant difference from the wild-type level 
(Dunnett’s test, P < 0.05). n.s., absence of statistically 
significant differences. 
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第三章：Rubisco と Rubisco activase 同時過剰生産イネの光合成の解析 
 第二章で獲得した RCA 過剰生産イネと Rubisco 過剰生産イネを交配させ、Rubisco･
RCA 同時過剰生産イネ(Co-ox イネ)を作出した。選抜した 3 系統の Co-ox イネ、Rubisco
過剰生産イネ、野生型イネを 2.0 mM-N の窒素栄養濃度条件で栽培し、播種後 63 日目
以降の最上位完全展開葉を解析対象とした。3 系統の Co-ox イネでは、Total leaf-N 量
に変化はなかったが、Rubisco 量は 20-45%増加し、RCA 量は 30-120%増加し、
RCA/Rubisco は野生型と同程度かそれ以上であった(Fig. 8)。光が十分かつ現大気 CO2
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Figure 7 Relationships between Rubisco-N and total leaf-N contents in RCA transgenic plants. Relationships between 
Rubisco-N and total leaf-N in uppermost, fully expanded leaves. The ratio of N contained in each protein to total leaf-
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Figure 8 Total leaf-N, Rubisco, RCAS contents and the ratio of 
RCA to Rubisco in transgenic plants. Data are presented as 
means ± SE (n=4-6). Different letters indicate statistical 
difference among the genotypes (Tukey-Kramer’s HSD test, P 
< 0.05). 
Figure 9 Rubisco activation state in uppermost, fully 
expanded leaves at an irradiance of 1500 μmol quanta 
m–2 s–1 and an ambient CO2 partial pressure (Ca = 40 
Pa). Data are presented as means ± SE (n=3-6). 
Different letters indicate statistical difference among 
the genotypes (Tukey-Kramer’s HSD test, P < 0.05). 
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濃度条件下で定常光合成に達した葉における Rubisco 活性化率を調べたところ、
Rubisco 過剰生産イネでは野生型イネに比べて 10%程度低下しているのに対し、Co-ox
イネでは 3 系統すべてにおいて、野生型イネと同程度まで回復していることが確認され
た(Fig. 9)。しかしながら、現大気 CO2条件、Rubisco カルボキシレーション能力によ
り光合成が強く律速される低 CO2 濃度条件、RuBP 再生能力により律速される高 CO2
濃度条件における光合成炭酸固定速度を測定すると、いずれにおいても光合成速度は野
生型イネと変わらなかった(Fig. 10)。光合成モデル(Farquhar et al. 1980)と実際の光合
成速度を比較すると、野生型イネでは実際の光合成速度とモデルがほぼ一致するのに対
し、Co-ox イネでは、低 CO2 濃度領域において、実際の光合成速度が Rubisco 律速、
RuBP 再生律速のどちらのモデルよりも低かった(Fig. 11)。このように、Rubisco･RCA
同時過剰生産イネの光合成は現状の光合成モデルでは説明できないものであった。 
 
 
20
30
0
10
C
O
2
a
s
s
im
il
a
ti
o
n
 r
a
te
 (
μ
m
o
l
C
O
2
 m
-2
s
-1
)
40
Ca = 40 PaCi = 20 Pa Ci > 60 Pa
Figure 4
20
30
0
10
C
O
2
a
s
s
im
il
a
ti
o
n
 r
a
te
 (
μ
m
o
l
C
O
2
 m
-2
s
-1
)
40
Cc (μmol mol-1)
0 200 400 800600 1000
WT
Cc (μmol mol-1)
0 200 400 800600 1000
Co-ox 2
Ac
Aj
Ames
Ac
Aj
Ames
Figure 10 The CO2 assimilation rate in a leaf area in uppermost, fully expanded leaves measured at an irradiance of 1500 
μmol quanta m–2 s–1. The CO2 assimilation rate at differential [CO2] (Ci = 20 Pa, Ca = 40 Pa and Ci > 60 Pa) conditions. 
Data are presented as means ± SE (n=4-6). Different letters indicate statistical difference among the genotypes (Tukey-
Kramer’s HSD test, P < 0.05). 
Figure 11 Comparison of photosynthesis model and measured CO2 assimilation rate in wild-type and co-ox plants. 
Rubisco-limited A (Ac: dotted line) and RuBP regeneration-limited A (Aj: solid line) was estimated from equations of the 
model of von Caemmerer and Farquhar (1981). Data of measured A (Ames) are presented as means ± SE (n=3). Equation 
and photosynthetic parameter used for calculation were described in the section of calculation of photosynthesis model. 
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要約 
本研究では、Rubisco 過剰生産イネにおける Rubisco 活性化率低下の原因を明らかに
し、Rubisco 活性化率を維持したまま、Rubisco 量を増加させることで、光合成能力を強
化することは可能か検証することを目的とした。 
 
まず、Rubisco 過剰生産イネにおける活性化率低下の原因として、Rubisco activase 
(RCA)が関与しているか調べた。その結果、Rubisco と RCA はトレードオフの関係には
ないものの、Rubisco 過剰生産イネでは RCA/Rubisco が 30-40%低下していることを明ら
かにした。よって、Rubisco 過剰生産イネでは、RCA 量が不十分なために Rubisco 活性
化率が低下した可能性が考えられ、Rubisco とともに RCA を同時過剰生産することで、
光合成能力の強化を試みることにした。 
 
次に、Rubisco と RCA を同時に過剰生産させるために、RCA 過剰生産イネを新たに
作出し、RCA 量の変化が Rubisco 量に及ぼす影響を調べた。低窒素濃度条件では、RCA
量の増加、減少により、反対に Rubisco 量が減少、増加することが確認されたが、高窒
素濃度条件では Rubisco 量への影響は見られなくなり、この影響は窒素濃度に依存して
いることを明らかにした。また、RCA の増加が適度なレベルであれば、窒素濃度条件に
関わらず、Rubisco 量には影響しないことを明らかにした。また、Rubisco 量を変化させ
た場合、RCA 量を変化させた場合、どちらの場合でも、Rubisco と RCA 量の間に負の
相関関係が確認されたが、それぞれの現象は選択性の違いから、全く異なる現象である
ことを明らかにした。 
 
最後に、Rubisco と RCA の同時過剰生産イネを作出し、光合成速度が向上するか調
べた。Rubisco･RCA 同時過剰生産イネでは、Rubisco 活性化率が野生型イネと同程度ま
で回復し、Rubisco 活性化率を維持させたまま、Rubisco 量を増加させることに成功し
た。しかしながら、光合成速度はどの CO2濃度条件でも変わらなかった。 
 
本研究では、Rubisco 過剰生産イネで見られた Rubisco 活性化率低下を、RCA を同時
に過剰生産させることで、回復させることに成功した。しかしながら、現状の段階では、
光合成改善は達成されていない。今後、光合成電子伝達系を含めた詳細な解析を行い、
光合成の向上に至らなかった要因を明らかにし、光合成能力強化イネ作出へと繋げたい。 
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